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(54) Title: SOLID PHASE SUBSTRATE FOR IMMOBILIZING BIOMOLECULES 

ON 

^ (54) Bezeichnung: FESTPHASENSUBSTRAT ZUR IMMOBILISIERUMG VON BIOMOLEKULEN 

(57) Abstract: The invention relates to a solid phase substrate comprising at least one binding area, which is suited for immobilizing 
^ biomolecules. The solid phase substrate is characterized in that the substrate has, in the binding area, reactive binding sites at which 
f^) polyol prefabricated by means of covalent bonds is immobilized. 

(57) Zusammenfassung: Ein Festphasensubstrat mit mindestens einem Bindungsbereich, der zur Immobilisierung von Biomole- 
£^ kulen geeignet ist, ist dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Bindungsbereich reaktive Bindungsstellen aufweist, an denen 
^ Polyol vorkonfektioniert mittels kovalenter Bindungen immobilisiert ist. 
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Festphasensubstrat zur Immobilisierung von Biomolekulen 



Die Erfmdung bezieht sich auf ein Festphasensubstrat zur Immobilisierung von 
Biomolekulen nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1 sowie auf ein Verfahren 
zur Immobilisierung von Biomolekulen in einer Probe nach dem Oberbegriff des 
Anspruchs 8. 

Die Immobilisierung von Biomolekulen an Festphasensubstraten ist z.B. erfor- 
derlich bei der Herstellung von Arrays, z.B. Protein- Arrays, Enzymmembranen, 
mit Proteinen beschichteten ReaktionsgefaBen etc. 

GattungsgemaBe insbesondere fur Enzymmembranen geeignete Festphasen- 
substrate bestehen z.B. aus Nitrozellulose, die aufgrund ihres geringen Preises, 
ihrer Flexibility und ihrer guten Bindungseigenschaften insbesondere fur Protei- 
ne verwendet wird. Die fur die Bindungseigenschaften von Nitrozellulose gegen- 
iiber Biomolekulen verantwortlichen Mechanismen sind unbekannt. Sie beruhen 
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jedoch vermutlich auf der Bildung von Wasserstoffbrucken-Bindungen sowie auf 
hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen. Die Adsorption erfolgt in 
der Praxis z.B. durch einfache Inkubation des Substrats in einer Biomolekiile ent- 
haltende Losung und anschlieJ3ende Trocknung. 

Dabei ist es bekannt (Nguyen VK et al. 1998, Stabilization of dry immobilized 
acetylcholinesterase on nitrocellulose membrane for rapid colorimetric screening 
of its inhibitors in water and biological fluids, Analytical letters 31(14), 2457), 
die Biomolekiile in Anwesenheit von Polyolen wie z.B. Trehalose zu immobili- 
sieren, um eine Denaturierung der Biomolekiile wahrend der Trocknung zu ver- 
hindem. Ziel ist, die an dem Substrat immobilisierten Biomolekiile weitestgehend 
in ihrer natiirlichen Konfoimation zu erhalten, dergestalt, daG z.B. immobilisierte 
Enzyme ihre katalytische Aktivitat beibehalten oder Antikorper ihre spezifischen 
immunologischen Eigenschaften bewahren. Die im jeweiligen Falle verwendeten 
Polyole werden auch als Schutzsubstanzen bezeichnet. 

Dabei konnen die Polyole sowohl gleichzeitig mit als auch nach den zu immobili- 
sierenden Biomolekiilen auf die Nitrozelluosemembran adsorbiert werden. Da 
Polyole mit Ihren OH-Gruppen ahnliche funktionelle Gruppen aufweisen wie 
viele Biomolekiile (z.B die alkoholischen Aminosauren Tyrosin und Serin), kann 
angenommen werden, dafi sie ahnlich wie die Biomolekiile auf der Oberflache 
der Nitrozellulosemembran unspezifisch adsorbieren. 

Ein Nachteil bei diesen gattungsgemaBen Substraten ist, daB die auf dem Substrat 
adsorbierten, nicht kovalent gebundenen Polyole bei der spateren Verwendung 
des Substrats in Losung gehen und den anschliefienden Versuch beeintrachtigen 
konnen. Es ist daher in der Regel erforderlich, das getrocknete Substrat vor einer 
weiteren Anwendung bzw. Aufarbeitung sorgfaltig zu waschen. 
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Aufgabe der Erfuidung ist es, ein Substrat und ein Verfahren zu schaffen, mit 
denen sich dem oben beschriebenen Nachteil begegnen lafit. 

Gelost wird die Aufgabe mit einem Festphasensubstrat mit einem Bindungsbe- 
reich, der zur Immobilisierung von Biomolekulen geeignet ist, wobei des Substrat 
die kennzeichnenden Merkmale des Anspruchs 1 aufweist, sowie mit einem Ver- 
fahren, das die kennzeichnenden Merkmale des Anspruches 8 aufweist. 

Das erfmdungsgemafie Festphasensubstrat weist gemafi Anspruch 1 im Bin- 
dungsbereich reaktive Bindungsstellen auf, wobei an einem Teil davon Polyole 
vorkonfektioniert mittels kovalenter Bindungen immobilisiert sind. Geeignete 
Substrate konnen z.B. aus Kunststoff aber naturlich auch aus Glas bestehen. In 
der Regel handelt es sich urn flachige Substrate, z.B. Slides oder Objektrager. 
Denkbar sind selbstverstanlich auch andere Substrate z.b. die Wande von Reakti- 
onsgefaBen oder dergleichen. Grundsatzlich sollen alle im Rahmen der hier ange- 
sprochenen Immobilisierung von Biomolekulen sinnvolle Substrate durch die 
Erfmdung abgedeckt werden. 

Bei Verwendung des erfindungsgemafien Substrates eriibrigt sich die bei gat- 
tungsgemaBen Substraten erforderliche separate Adsorption des Polyols. Es miis- 
sen also wahrend des gesamten weiteren Verarbeitungsprozesses keine Polyole 
mehr zugegeben werden. Uberdies mufi das Substrat vor einer weiteren Verwen- 
dung nicht gewaschen werden, da das vorliegende Polyol kovalent gebunden und 
nicht nur adsorbiert ist, und daher eine Beeintrachtigung eines anschlieBenden 
Versuchs durch in Losung gehende Polyole nicht zu befurchten ist. Ein solches, 
vorkonfektioniert mit kovalent gebundenen Polyolen beschichtetes Festphasen- 
substrat eignet sich insbesondere fur das Bespotten mit Protein- oder Nukleinsau- 
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resonden bzw. -proben, und ist daher besonders gut fur die Herstellung von Bio- 
arrays geeignet. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist vorgesehen, daB der Bindungsbereich zur 
Immobilisierung von Proteinen ausgelegt ist. Die reaktiven Bindungsstellen im 
Bindungsbereich miissen daher fur die kovalente Bindung von Proteinen geeig- 
nete funktionelle Gruppen aufweisen. Diese konnen z.B. esteraktiv sein, so daB 
sie mit Aminogruppen kovalente Bindungen eingehen konnen. Denkbar sind 
selbstverstandlich auch andere Bindungsstellen. Unter BindungssteUen sollen im 
Rahmen der Erfmdung im wesentlichen im Bindungsbereich an das Substrat ge- 
koppelte funktionelle Gruppen verstanden werden, die in der Lage sind mit den 
jeweiligen Biomolekulen und den Polyolen eine Bindung einzugehen. 

In weiteren erfindungsgemaBen Ausfuhrungsformen kann der Bindungsbereich 
so ausgelegt sein, daB er sich zur Bindung anderer Biomolekiile, wie z.B. Zucker, 
Lipide oder Nukleinsauren eignet. Hierfur eignen sich die ublichen dem Fach- 
mann bekannten Bindungsstellen, auf die hier nicht naher eingegangen werden 
soil. 

in einer besonders bevorzugten Ausgestaltung weist das Substrat an seine Ober- 
fiache gekoppelte Polymerketten auf. Dabei ist vorgesehen, daB die an dem 
Substrat angeordneten Polymerketten die erforderlichen reaktiven Bindungsstel- 
len zur Kopplung der Biomolekiile tragen. In diesem Fall sind an den Polymer- 
ketten ebenfalls die zur Stabilisierung der immobilisierten Biomolekiile erforder- 
lichen Polyole gebunden. 

Die Polymerketten konnen unvemetzt mit jeweils ihrem einen Ende an die Ober- 
flache des Substrats gekoppelt sein und mit dem anderen Ende davon abstehen. 
Denkbar sind aber auch Vernetzungen der Polymere untereinander in unter- 



WO 03/104809 



PCT/EP03/05909 



schiedlichen Graden, bis bin zu einem Hydrogel. Die Verwendung solcber Poly- 
merketten erhoht die aktive Oberfiache des Substrate und gestattet so die Bindung 
einer groBeren Menge von Polyolen und/oder Biomolekiilen. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist auBerdem vorgesehen, daB in den Poly- 
merketten Polyethylengykol gebunden ist. Solche PEG-enthaltenden Polymere 
schirmen die Substratoberflache z.B. gegen unspezifische, nicht kovalente Ab- 
sorption anderer Proteine ab. 

Bei der Herstellung der vorkonfektionierten Substrate konnen im Rahmen der 
Erfindung Polyole, z.B. Mono-, Di- oder Trisaccharide als Schutzsubstanzen ein- 
gesetzt werden. Geeignet sind z.B. Maltose, Saccharose, Raffinose oder Glukose. 
Grundsatzlich sind alle Substanzen geeignet, die iiber OH-Gruppen an eine akti- 
vierte Oberfiache eines Substrate gekoppelt werden konnen und die in der Lage 
sind, die dreidimensionale Konformation von Biomolekiilen, z.B. Proteinen zu 
stabilisieren. Ein besonders bevorzugt eingesetztes Polyol ist Trehalose. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist vorgesehen, daB das Festphasen- 
substrat ein Biochip, ein Enzymchip, ein Proteinarray, eine Futermembran, ein 
Microbead, ein ReaktionsgefaB, ein Mikrokanalsystem, ein DurchfluBschlauchsy- 
stem, eine Pipettenspitze oder eine DurchfluBkamile ist. 

Die Erfindung soli jedoch auch Verfahren zur Immobilisierung von Biomolekii- 
len umfassen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren sieht gemaB Anspruch 8 vor, daB eine Probe in 
Kontakt mit einem Festphasensubstrat gebracht wird, das mindestens einen Bin- 
dungsbereich aufweist, der zur Immobilisierung von Biomolekiilen geeignet ist, 
und bei dem die Immobilisierung in Gegenwart einer Substanz erfolgt, die in der 
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Lage ist, die dreidimensionale Konformation der Biomolekiile zu stabilisieren, 
wobei das Substrat im Bindungsbereich reaktive Bindungsstellen aufweist und als 
Substanz Polyole eingesetzt werden, die im Bindungsbereich des Festphasen- 
substrats mittels kovalenter Bindungen an einen Teil der Bindungsstellen gebun- 
den werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahren ist vorgesehen, daB es sich bei 
den zu irmnobilisierenden Biomolekiilen um Proteine handelt. Die reaktiven Bin- 
dungsstellen im Bindungsbereich miissen daher fur die kovalente Bindung von 
Proteinen geeignete funktionelle Gruppen aufweisen. 

In weiteren erfindungsgemaBen Ausgestaltungen kann jedoch auch vorgesehen 
sein, daB es sich bei den zu immobilisierenden Biomolekiilen z.B. um Zucker, 
Lipide oder Nukleinsauren handelt. Die reaktiven Bindungsstellen im Bindungs- 
bereich konnen die jeweils fur diese Falle geeigneten, dem Fachmann bekannten, 
funktionellen Gruppen aufweisen. 

Bekannte Verfahren zur Immobilisierung von Biomolekiilen, bei denen als Bio- 
molekiile beispielsweise Proteine verwendet werden, umfassen im wesentlichen 
folgende Schritte: 

1 . Eine proteinhaltige Losung wird in Kontakt mit einem aktivierten Substrat 
gebracht. Bei dem Substrat kann es sich z.B. um ein Filter, eine Membran, 
ein Chip, ein Reaktionsgefafi handeln, um nur einige ubliche Einrichtun- 
gen aufzuzahlen. 

Ubliche Substrate weisen reaktive Bindungsstellen auf, die mit funktio- 
nellen Gruppen der zu bindenden Proteine kovalente Bindungen eingehen 
konnen. Bei Kontakt mit dem Substrat werden die Proteine kovalent an die 
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reaktiven Bindungsstellen gebunden und auf diese Weise an dem Substrat 
immobilisiert. 

2. Das Substrat wird dann ggf. gewaschen. 

3. In einem nachsten Schritt werden die Bindungsstellen auf dem Substrat 
durch z.B. Zugabe ernes starken nucleoDhilen Agens, z.B. eines kurzketti- 
ges Amins, blockiert. 

4. Es wird dann erneut gewaschen, wobei dieser letzte Waschpuffer eine ho- 
he Konzentration einer Schutzsubstanz enthalt, die in der Lage ist, die 
dreidimensionale Konformation von Proteinen zu stabilisieren. In be- 
kannten Verfahren ist diese Substanz z.B. das Polyol Trehalose. 

5 . Das Substrat wird dann in iiblicher Weise getrocknet, wobei die Trehalose 
aus dem Waschpuffer auf das Substrat adsorbiert wird. 

Im Gegensatz zu diesen Verfahren aus dem Stand der Technik entfallen bei dem 
erfindungsgemafien Verfahren der Blockierungsschritt mit einem starken nucleo- 
philen Agens und der letzte Waschschritt, bei dem ein Polyol auf das Substrat 
adsorbiert wird. Anders als im Stand der Technik wird das Polyol bei dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren iiberdies nicht auf die Substratoberflache adsorbiert, 
sondern geht mit dieser Oberflache genau wie die Biomolekule eine kovalente 
Bindung ein. 

Die kovalente Immobilisierung der Polyole auf dem Substrat hat keinen nachtei- 
ligen Einflufi auf ihre Funktion als Schutzsubstanz fur die Biomolekule. Wesent- 
licher Vorteil und Unterschied gegemiber den bereits bekannten Verfahren ist 
jedoch, da!3 die Polyole aufgrund ihrer festen Kopplung an dem Substrat eine 
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spatere Anwendung nicht mehr storen. Vor einer Aufarbeitung des Substrates mit 
den daran immobilisierten Biomolekulen muB also kein aufwandiger Wasch- 
schritt mehr vorgesehen werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist vorge- 
sehen, daB die Polyole kovalent iiber im Bindungsbereich angeordnete Polymer- 
ketten, die die reaktiven Bindungsstellen tragen, am Festphasensubstrat gebunden 
werden. Die Verwendung solcher Polymerketten erhoht die aktive Oberflache des 
Substrats und gestattet so die Bindung von mehr Polyolen und/oder Biomoleku- 
len. 

Besonders bevorzugt werden die Polyole und die Biomolekule gleichzeitig am 
Festphasensubstrat gebunden. Am einfachsten laBt sich dies erreichen, indem 
man z.B. eine zur Immobilisierung eingesetzte Proteinlosung mit dem Polyol ver- 
setzt. In Abhangigkeit von der eingesetzten Polyolkonzentration kommt es dann 
zu einer entsprechenden anteiligen Kopplung der Bindungsstellen mit der Polyo- 
len und den Biomolekulken bzw. Proteinen. 

In einer Losung, die als Biomolekule z.B. Proteine enthalt, liegen geeignete Po- 
lyolkonzentrationen zwischen 1 und 100 g/1. Besonders geeignet sind Polyolkon- 
zentrationen zwischen 5 imd 50 g/1. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist vor- 
gesehen, daB das eingesetzte Festphasensubstrat bereits vorkonfektioniert gebun- 
dene Polyole enthalt. 

Ein solches, vorkonfektioniert mit kovalent gebundenen Polyolen augestattetes 
Festphasensubstrat eignet sich insbesondere fur das Bespotten mit Protein- oder 
Nukleinsauresonden bzw. -proben. Mogliche Anwendungsbereiche sind z.B. die 
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groBserienhafte Herstellung von standardisierten Bioarrays, bei denen die immo- 
bilisierten Biomolekule wahrend der Lagerung der Bioarrays bis zu deren Benut- 
zung vor Denaturierung gescbiitzt werden miissen. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, daJ3 das Fest- 
phasensubstrat, nachdem es mit der Probe in Kontakt gebracht wurde, getrocknet 
wird. In dieser Ausgestaltung kommt der sch^tzende Effekt der als Schutzsub- 
stanz verwendeten Polyole besonders zum Tragen, da die Trocknung eines mit 
Biomolekulen beschichteten Substrats, das keine Polyole aufweist, in der Regel 
zur Denaturierung der Biomolekule fTihrt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen da£ 
die Polymerketten im Bindungsbereich zusatzlich PEG aufweisen. Solche PEG- 
enthaltenen Polymere schirmen die Substratoberflache z.B. gegen unspezifische 
Absorptionen anderer Biomolekule ab. 

Im Rahmen der Erfindung einsetzbare Polyole konnen z.B. Mono-, Di- oder Tri- 
saccharide sein. Geeignet sind z.B. Maltose, Saccharose, Raffinose, Galaktose 
oder Glukose. Die obigen Aufzahlungen sind nur beispielhaft und keinesfalls ab- 
schlieBend. Grundsatzlich sind alle Substanzen geeignet, die iiber geeignete 
funktionelle Gruppen, wie z.B. OH-Gruppen, an eine aktivierte Oberflache eines 
Substrats gekoppelt werden konnen und die in der Lage sind, die dreidimensio- 
nale {Conformation von Biomolekulen, insbesondere von Proteinen, zu stabilisie- 
ren. Besonders bevorzugt wird das Polyol Trehalose eingesetzt, das, wie Untersu- 
chungen der Anmelderin ergeben haben, die auf dem Substrat immobilisierten 
Biomolekule sehr wirksam stabilisiert. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, dafi das Fest- 
phasensubstrat ein Biochip, ein Enzymchip, ein Proteinarray, eine Filtermembran, 
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ein Microbead, ein Reaktionsgefafi, ein Mikrokanalsystem, ein DurchfluB- 
schlauchsystem, eine Pipettenspitze oder eine Durchfluflkanule ist. 

Einige der erfindungsgemaB eingesetzten Substrate konnen generell nach der z.B. 
von Ulbricht et al. in Colloids and Surfaces Vol. 138, 1998, S. 353, beschriebe- 
nen in-situ-Technik mittels Photo-initiierter-Pfropf-Polymerisation hergestellt 
werden. 

Zur Herstelhrag der erfmdungsgemafien Substrate werden bei der erwahnten 
Methode Monomere, an die Polyole gebunden sind, mit Monomeren, die die Bin- 
dungsstellen fur die Proteine, z.B. esteraktive Gruppen, aufweisen co- 
polymerisiert. Durch Einstellung der Ausgangskonzentrationen der unterschiedli- 
chen Monomere kann man ein gewiinschtes VerMltnis zwischen Polyol- und 
Proteinbindungsstellen in den Polymeren auf besonders einfache Weise einstel- 
len. Denkbar ist naturlich, daB man noch weitere Monomere mit anderen Grup- 
pen in die Polymere einpolymerisiert. Z.B. konnte man Monomere co- 
polymerisieren, die PEG enthalten. 

Im folgenden soil die Erfindung anhand von einem Beispiel naher erlautert wer- 
den. Das Beispiel betrifft ein im Rahmen der Erfindung durchfuhrbares Protokoll, 
bei dem ein Protein und Trehalose gleichzeitig mit dem Substrat in Kontakt ge- 
bracht werden. 

Beispiel: Immobilisierung von Trypsin an carboxylierte Nylonmembranen 

Urn mit aktivem Trypsin beschichtete Membranen zu erhalten, wie sie z.B. in der 
"Double Parallel Digestion"-Methode (Bienvenut et al. in Anal Chem Vol. 71, 
1999, S. 4800-4807) zur Proteinidentifikation benutzt werden, und die dariiber 
hinaus trockenbar sein sollen, wird wie folgt vorgegangen: 
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Verwendete Abkiirzungen: 

PP: Phosphatpuffer (0,1M, pH 4,8) 

PVDF: Polyvinylidenfluorid 

EDC: 1 -Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyi)carbodiimid 
NHS: N-Hydoxysuccinimid 

PBS: Phosphatgepufferte physiologische Salzlqsung (pH 7,4) 
Triton X: nichtioniscb.es Detergens 
Tween: nichtionisches Detergens 

1. Eine carboxylierte PVDF-Membran (Millipore, Inc.) mit einer mittleren Po- 
rengroSe von 0,45um wird 10 min mit PP inkubiert und sodann mit in PP gelo- 
stem EDC (25mg/ml) sowie in PP gelostem NHS (lOmg/ml) im Verhaltnis 1 : 1 
fur 12 min aktiviert. 

2. Anschlieflend wird die aktivierte Membran mit PP gewaschen, und fur 120 min 
mit einer PP-L6sung inkubiert, die Trypsin (2ug/100ul) sowie Trehalose (50g/l) 
enthalt. AnschlieBend wird mit PP gewaschen. 

3. Die Membran wird dann mit 20|ag/100ul Methoxyethylamin fur 10 min inku- 
biert, urn Trypsin und Trehalose kovalent an die Membran zu binden. 

4. AnschlieBend wird 3x mit PP, der 0,05% Triton X enthalt, gewaschen, und mit 
PBS/Tween fur 10 min inkubiert. 

5. Die letzte Losung wird dann entfemt und die Membran getrocknet. 
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Die nach dieser Methode mit aktivem Trypsin beladene Membran ist im trocke- 
nen Zustand lagerstabil und kann auf einfache -Weise transportiert oder verscbickt 
werden. 
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PATENT ANSPRUCHE 

1 . Festphasensubstrat mit mindestens einem Bindungsbereich, der zur Irnmo- 
bilisierung von Biomolekulen geeignet ist, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Substrat im Bindungsbereich reaktive Bindungsstellen aufweist, wobei 
an einem Teil dieser Bindungsstellen Polyol vorkonfektioniert mittels ko- 
valenter Bindungen immobilisiert ist. 

2. Festphasensubstrat gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Bindungsbereich zur Immobilisierung von Proteinen ausgelegt ist. 

3. Festphasensubstrat gemafl Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi im Bindungsbereich Polymerketten angeordnet sind, die die reaktiven 
Bindungsstellen tragen. 
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4. Festphasensubstrat gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB in 
den Polymerketten zusatzlich PEG gebunden ist. 

5. Festphasensubstrat gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB das eingesetzte Polyol ein Mono-, Di- oder Trisaccha- 
rid ist. 

6. Festphasensubstrat gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB das eingesetzte Polyol Trehalose ist. 

7. Festphasensubstrat gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Festphasensubstrat ein Biochip, ein Enzymchip, 
ein Proteinarray, eine Filtermembran, ein Microbead, ein ReaktionsgefaB, 
ein Mikrokanalsystem, ein DurchfluBschlauchsystem, eine Pipettenspitze 
oder eine DurchfluBkanule ist. 

8. Verfahren zur Immobilisierung von Biomolekulen in einer Probe, bei dem 
die Probe in Kontakt mit einem Festphasensubstrat gebracht wird, das min- 
destens einen Bindungsbereich aufweist, der zur Immobilisierung von Bio- 
molekulen geeignet ist, und bei dem die Immobilisierung in Gegenwart ei- 
ner Substanz erfolgt, die in der Lage ist, die dreidimensionale Konformation 
der Biomolekiile zu stabilisieren, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Substrat im Bindungsbereich reaktive Bindungsstellen aufweist, als Sub- 
stanz Polyole eingesetzt werden, und die Polyole wahrend des Verfahrens 
an einen Teil der Bindungsstellen kovalent gebunden werden. 



9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den Biomolekulen um Proteine handelt. 
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10. Verfahren gemaB Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Polyole kovalent iiber im Bindungsbereich angeordnete Polymerketten, die 
die reaktiven Bindungsstellen tragen, am Festphasensubstrat gebunden wer- 
den. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8-10, dadurch gekennzeichnet, 
daB Polyole und Biomolekiile gleichzeitig am Festphasensubstrat gebunden 
werden. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8-10, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Festphasensubstrat eingesetzt wird, das bereits vorkonfektioniert 
gebundene Polyole enthalt. 

13. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8-12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Festphasensubstrat, nachdem es mit der Probe in Kontakt gebracht 
wurde, getrocknet wird. 

14. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8 - 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Polymerketten im Bindungsbereich zusatzlich PEG aufweisen. 

15. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8 - 14, dadurch gekennzeichnet, 
daB das eingesetzte Polyol ein Mono-, Di- oder Trisaccharid ist. 

16. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8 - 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB das eingesetzte Polyol Trehalose ist. 

17. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8-16, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Festphasensubstrat ein Biochip, ein Enzymchip, ein Proteinarray, 
eine Filtermembran, ein Microbead, ein ReaktionsgefaB, ein Mikrokanalsy- 
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stem, ein DurchfluBschlauchsystem, eine Pipettenspitze oder eine Durch- 
fluBkanule ist. 

18. Verwendung eines Festphasensubstrats gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7 
als Slide zum Spotten von Biomolekulen. 
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